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Abstrakt 
Tato diplomová práce se zabývá způsobem vyhledávání a predikcí struktury kvadruplexů 
v sekvencích DNA. Jsou zde vysvětleny související pojmy, které jsou důležité pro pochopení funkcí 
kvadruplexů, jejich vlastnosti a možnosti geometrického uspořádání. Také jsou zde popsány současné 
metody, které umožňují vyhledávání a predikci struktur kvadruplexů a to jak fyzikálně-chemické, tak 
výpočetní. Je zde taky vysvětlen princip molekulárního modelování, který byl použit ve výsledné 
aplikaci. Součástí této práce je i návrh a popis implementace finálního řešení vyhledávání a predikce 
struktury kvadruplexů pomocí nástrojů AMBER Tools.  
 
Abstract 
This master’s thesis focuses on search and structure prediction of quadruplexes in DNA sequences. 
Thesis also explains related terms that are important for understanding the function, properties and 
geometry of quadruplexes. Thesis describe physico-chemical and computational current methods, 
which possible to discover and structure prediction. This paper also explain the principle of molecular 
modelling, which was used in the final application. Design and implementation of the final algorithm 
are also part of this thesis. 
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1 Úvod 
Kdysi se předpokládalo, že DNA je pasivní struktura, která slouží pouze k uchovávání genetické 
informace. Pomocí experimentů se později zjistilo, že DNA je velmi dynamickou molekulou, která za 
určitých podmínek tvoří celou řadu prostorových uspořádání. Mezi tyto sekundární struktury patří 
např. duplexy, triplexy, ale i guaninové kvadruplexy. 
G-kvadruplexy jsou velmi mnohotvárné a jejich struktura ovlivňuje jak jejich stabilitu, tak 
jejich funkci. Tyto sekundární struktury mají velký význam v biologických procesech, ale taky i např. 
v nanotechnologiích. Předpokládá se jejich zapojení v regulaci genové exprese a expanzi nádorových 
buněk. Proto zájem o G-kvadruplexy v posledních letech stále roste. 
Cílem této práce je tvorba aplikace, která na základě analýzy sekvence DNA, umožňuje 
vyhledávání a predikci struktur kvadruplexů. Mimo to lze výslednou aplikaci použít k výpočtu 
minimální potenciální energie, či k částečnému vytvoření zatím neexistující struktury kvydruplexu. 
Algoritmus počítá zadané vzorky pomocí simulačních nástrojů AMBER Tools a pro získání 
úplnějších výsledku provádí výpočet v různém prostředí iontů. Výsledkem jsou pak možná 
geometrická upořádání potencionálních kvadruplexů s pravděpodobnostním ohodnocením. Součástí 
výstupních dat aplikace, jsou i statistické údaje zobrazené v textové i grafové podobě. Z těchto dat lze 
pak získat další užitečné informace o těchto strukturách. 
Kapitola 2 vysvětluje základy molekulární biologie potřebné k pochopení problematik 
spojených s touto prací a taky popisuje vlastnosti, funkce a možné struktury kvadruplexů. V další 
kapitole jsou představeny současné metody pro predikci a vyhledávání struktur kvadruplexů. 
Objasněny jsou zde biologické i výpočetní metody a také jsou zde vysvětleny základní principy 
výpočtu pomocí molekulárních simulací. Kapitola 4 popisuje návrh a implementaci výsledného 
řešení. V rámci této kapitoly jsou detailně popsány všechny důležité části výsledné sady nástrojů, 
včetně řešení některých problémů. Způsob testování výsledné aplikace je obsahem kapitoly 5. 
Kapitola 6 obsahuje celkové shrnutí dosažených výsledků a návrhy pro další možná rozšíření 
implementovaných nástrojů.     
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2 Základy molekulární biologie 
V této kapitole budou vysvětleny základní popisy biologických makromolekul a jejich vzájemné 
funkční vztahy, které souvisí s touto diplomovou prací. 
Molekulární biologie se zajímá o vztah struktury a interakce biomakromolekul k funkcím 
a vlastnostem živých soustav. Jinými slovy lze říct, že zkoumá vztah mezi fyzikální a chemickou 
úrovní živých organismů [1]. Tento vztah vysvětluje z komplexního hlediska integrujícího fyzikální, 
chemické a biologické přístupy. 
2.1 Biologické makromolekuly 
Biomolekuly jsou chemické sloučeniny, které se vyskytují v živých organismech. Tyto biologické 
makromolekuly dělíme na: 
 proteiny, 
 nukleové kyseliny, 
 polysacharidy.  
Z nich nezastupitelnou roli při přenosu genetické informace plní proteiny a nukleové kyseliny. 
Těmto makromolekulám říkáme informační makromolekuly. Jejich schopnost působit jako 
informační molekuly je dána jejich polymerním charakterem1.  
Nukleové kyseliny 
Nukleové kyseliny jsou makromolekulární látky tvořené polynukleotidovými řetězci2. Podle 
polynukleotidového řetězce se dělí na dva typy nukleových kyselin: 
 Kyselina ribonukleová (RNA), kterou tvoří jeden případně dva komplementární 
polyribonukleotidové řetězce. Tyto řetězce jsou složeny v mnohonásobném opakování 
a různém pořadí z těchto ribonukleotidů [1]: 
o UMP = uridylová kyselina (uridin-5'-monofosfát) 
o AMP = adenylová kyselina (adenozin-5'-monofosfát) 
o CMP = cytidylová kyselina (cytidin-5'- monofosfát) 
o GMP = guanylová kyselina (guanozin-5'-monofosfát) 
 Kyselina deoxyribonukleová (DNA), která sestává z jednoho nebo dvou 
komplementárních polydeoxyribonukleotidových řetězců, které jsou složeny z těchto 
deoxyribonukleotidů [1]: 
o dTMP = deoxytymidolová kyselina (2'-deoxytymidin-5'-monofosfát) 
o dAMP = deoxyadenylová kyselina (2'-deoxyadenozin-5´-monofosfát) 
o dCMP = deoxycytidylová kyselina (2'-deoxycytidin-5'-monofosfát) 
o dGMP = deoxyguanylová kyselina (2'-deoxyguanozin-5'-monofosfát) 
Nukleotidy jsou složené z kyseliny trihydrogenfosforečné (H3PO4), pětiuhlíkového 
monosacharidu a purinové, nebo pyrimidinové báze. Mezi purinové báze patří adenin a guanin, 
                                                     
1 Makromolekula složená z mnoha kovalentně složených malých molekul, označených jako monomery [1]. 
2 Polymer mononukleotidů spojených navzájem fosfodiesterovými vazbami [1]. 
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a mezi pyrimidinové báze tymin, uracil a cytosin (viz obrázek 2.1). Pro přehlednost se tyto báze 
někdy označují pouze počátečním písmenem (A, G, T, U, C). 
Pořadí jednotlivých nukleotidových jednotek určuje primární strukturu RNA a DNA. V 
polynukleotidovém řetězci jsou nukleotidy navzájem spojeny 3', 5'-fosfodiesterovou vazbou. V tomto 
důsledku je jeden konec řetězce označován jako 3'-konec (končí-OH skupinou) a druhý jako 5'-konec 
(končí fosfátovou skupinou) [1]. Polynukleotidy se můžou prodlužovat pomocí kondenzačních reakcí 
mezi C3' koncového nukleotidu a C5' nukleozidtrifosfátu. 
 
 
Obrázek 2.1: Purinové a pyrimidinové báze. Převzato z [2]. 
 
Párování bází v DNA 
Každá báze jednoho řetězce je pomocí vodíkových můstků svázána s komplementární bází druhého 
řetězce. Spojení dvou řetězců DNA se nazývá duplex, tří řetězců triplex a čtyř řetězců kvadruplex. 
Základem při spojení dvouřetězcových DNA, dvouřetězcových RNA a při tvorbě RNA je 
Watsonovo-Crickovo párování bází. Podle tohoto pravidla se páruje adenin s tyminem pomocí dvou 
vodíkových můstků a guanin s cytosinem dokonce pomocí tří vodíkových můstků (viz obrázek 2.2).  
 
 
Obrázek 2.2: Watsonovo-Crickovo párování bází. Převzato z [4]. 
 
Během tvorby trojřetězcových a čtyřřetězcových DNA je nutno uvažovat jiné možnosti 
párování bází. Jedním z nich je Hoogsteenovo párování bází, kde prostřednictvím N7 a N6 tvoří 
adenin pár s tyminem a guanin prostřednictvím N7 a OC6 s cytosinem (viz obrázek 2.3). Za určitých 
fyzikálněchemických podmínek se tvoří tzv. triády, což jsou trojice bází spárovaných tak, že tatáž 
purinová báze tvoří jednak hoogsteenův pár na jedné straně a na straně druhé Watsnův-Crickův 
pár [1]. Podobným způsobem se tvoří i tetrády, které jsou základním stavebním prvkem kvadruplexů 
(viz kapitola 2.3). 
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Obrázek 2.3: Hoogsteenovo párování bází. Převzato z [5]. 
 
Sekundární struktura DNA 
Nejznámější a nejčastější podoba sekundární struktury DNA je tzv. dvoušroubovnice, která se skládá 
ze dvou polydeoxyribonukleotidových řetězců stočených kolem centrální osy. Oba dva řetězce jsou 
antiparalelní a splňují komplementaritu párování bází. Na jeden závit dvoušroubovnice připadá 10,5 
párů bází, což odpovídá délce 3,4 nm a vzdálenost mezi dvěma páry je rovna 0,34 nm [1]. Takto 
popsaná DNA je označována jako B-DNA. 
V závislosti na nukleotidové sekvenci, obsahu vody a iontové síle, DNA nabývá takové 
konformace, která je pro ni energeticky nejvýhodnější. Základními druhy konformace 
dvoušrobovnicové DNA jsou pravotočivé A-DNA, B-DNA, C-DNA a levotočivá Z-DNA (viz 
obrázek 2.4). Mimo běžné dvoušroubovnice může DNA vytvářet i jiné struktury jako jsou například 
triplexy nebo kvadruplexy (více o kvadruplexech je popsáno v kapitole 2.3). 
 
 
Obrázek 2.4: Konformace molekuly DNA. Převzato z [6]. 
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2.2 Ústřední dogma molekulární biologie 
Ústřední dogma molekulární biologie popisuje cestu přenosu informace mezi biopolymery, ke kterým 
řadíme DNA, RNA a proteiny. Přenos genetické informace je možný pouze mezi nukleovými 
kyselinami a překlad z RNA do proteinů. Základními procesy probíhající ve všech organismech patří 
replikace, transkripce, a translace z RNA do proteinů. 
Replikace DNA 
Replikace DNA je tvorba kopií molekul DNA, to znamená, že z jedné dvojšroubovnice vzniknou dvě 
identické kopie mateřského helixu. Protože oba řetězce jsou komplementární, mohou obě vlákna 
tvořit templát pro syntézu nového komplementárního řetězce. Každá nová dvojšroubovnice je pak 
složena z jednoho původního a jednoho nově vytvořeného vlákna [3]. Díky tomuto způsobu replikace 
je zajištěno, že nové DNA řetězce si zachovají stejnou genetickou informaci jako původní molekula. 
Celý proces začínají inicializační proteiny, které se vážou na DNA, rozvíjejí její 
dvoušroubovnicovou strukturu a přerušují vodíkové můstky mezi oběma vlákny. Teprve potom 
probíhá samotná replikace. Na osamostatněné řetězce se začnou vázat volné nukleotidy, které se 
podle pravidla o párování bázi začnou spojovat fosfodiesterovými vazbami za katalytického účinku 
DNA-polymerázy a ostatních enzymů [1]. Každé vlákno původní dvoušroubovnice je replikováno 
odlišným způsobem, což je způsobeno tím, že DNA-polymeráza je schopna pracovat pouze ve směru 
5'→3'. V opačném směru roste DNA diskontinuálně, což znamená, že jsou syntetizovány krátké 
úseky, které jsou následně spojovány v kontinuální řetězec. Vlákno tvořeno kontinuálně, se nazývá 
vedoucím vláknem a druhý opožděný řetězec, kde replikace probíhá po částech, se jmenuje 
váznoucím vláknem. DNA-polymeráza může začít syntetizovat nukleotid pouze ke spárovaným 
nukleotidům v mateřské DNA. Existuje však enzym primáza schopný spojit dva volné nukleotidy a 
začít tak syntetizovat zcela nové vlákno podle jednovlásenkové DNA. Tento enzym však tvoří pouze 
krátké úseky podobné RNA. Tyto úseky se pojí s templátovým řetězcem a poskytují svůj 3'-konec 
jako začátek pro DNA-polymerázu. Slouží tedy jako primer pro syntézu DNA. Při syntéze vedoucího 
řetězce je potřeba pouze jeden RNA-primer, který je dále prodlužován DNA-polymerázou. Při tvorbě 
váznoucího řetězce je však zapotřebí neustálé tvorby RNA-primerů. 
Pro vytvoření souvislého vlákna DNA z váznoucí vlásenky tvořenou mnoha oddělenými úseky 
zvanými Okazakiho fragmenty, je potřeba odstranit RNA-primery nukleázou, nahradit je DNA 
opravnou DNA-polymerázou a spojit všechny úseky DNA-ligázou [3]. 
 
Obrázek 2.5 Proces replikace DNA. Převzato z [7]. 
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Transkripce 
Transkripce je proces, během kterého dochází k přepisování genetické informace z DNA do RNA, 
v případě zpětné transkripce z RNA do DNA. Podle jednoho genu může vzniknout více kopií RNA a 
z jedné RNA může vzniknout mnoho identických molekul proteinu. Toto umožňuje buňce 
nasyntetizovat požadované množství proteinu, rychleji než kdyby DNA byla sama templátem pro 
syntézu proteinu [3]. 
Výsledná RNA se od DNA liší cukernou složkou a nahrazením výskytu thyminu uracilem, 
který se páruje taky s adeninem. Navzdory těmto malým odlišnostem, se struktura RNA velice liší od 
struktury DNA. RNA je jednořetězcová molekula, která se na základě pravidla párování bází může 
sbalit do různých tvarů. RNA kromě uchovávání genetické informace, může mít i strukturní, případně 
katalytickou funkci [3]. 
Transkripce začíná rozvinutím a rozpojením krátkého řetězce DNA, podobně jako tomu bylo u 
replikace DNA. Jeden z řetězců pak slouží jako templát k syntéze RNA a výsledná sekvence RNA je 
určena komplementárním párováním bází. Vytvořená RNA nezůstává spojena s templátovou DNA, 
nýbrž hned za místem, kde byl přidán ribonukleotid, dochází k obnovení dvojšroubovnice DNA a 
vytěsnění vlákna RNA (viz obrázek 2.6). Z tohoto důvodu jsou molekuly RNA jednovláknové. 
Enzymy, které přepisují DNA na RNA, se jmenují RNA-polymerázy. Tyto enzymy katalyzují vznik 
fosfodiesterové vazby, která spojuje nukleotidy a vytváří tak cukr-fosfátovou kostru RNA. Rychlé 
uvolňované RNA z templátového řetězce během syntézy umožňuje vznik mnoha kopií RNA. 
Většina genů v buňce kóduje aminokyselinovou sekvenci proteinů a RNA vzniklé transkripcí 
těchto genů jsou nazývány mediátorová RNA. Ribosomální RNA, tvoří jádro ribosomů a transferová 
RNA je adaptorem, který vybírá správné aminokyseliny tak, aby mohly být začleněny do rostoucího 
aminokyselinového řetězce [3]. 
Před samotným začátkem transkripce musí RNA-polymeráza rozeznat začátek genu a navázat 
se na toto místo. Rozeznání transkripce je odlišná u prokaryot a eukaryot. U bakterií se 
RNA-polymeráza pohybuje po molekule DNA, dokud nenarazí na sekvenci promotoru, která 
obsahuje informaci o začátku transkripce a pevně se na něj naváže. RNA-polymeráza pak postupuje 
do místa se specifickou ukončující sekvencí tzv. terminátoru, kde se zastaví a uvolní se hotová RNA. 
U eukaryotních buněk je pro navázání RNA-polymerázy zapotřebí více transkripčních faktorů3 [3]. 
 
 
Obrázek 2.6: Proces transkripce. Převzato z [8]. 
                                                     
3 Proteiny schopné spouštět či jinak regulovat transkripci DNA. 
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Translace 
Translace je proces, u kterého dochází k překládání genetické informace z RNA do primární struktury 
proteinů, jedná se o druhý krok exprese genetické informace. Výsledkem translace je proteinová 
sekvence, která může být vytvořena z jednadvaceti různých aminokyselin. Nemůže tedy docházet 
k přenosu informace z jednoho nukleotidu na jednu aminokyselinu. Sekvence RNA je postupně čtena 
jako trojice bází a protože RNA může být složena ze čtyř podjednotek, spojením tří nukleotidů lze 
vytvořit 64 kombinací. Jelikož se v proteinech vyskytuje pouze jednadvacet aminokyselin, může 
několik kombinací tří nukleotidů, které nazýváme kodony, vytvořit stejnou aminokyselinu. 
 
 
Obrázek 2.7: Proces translace. Převzato z [9]. 
 
2.3 Kvadruplexy 
Guaninové kvadruplexy jsou sekundární struktury nukleových kyselin, které vznikají v oblastech 
bohatých na guanin. Takovými oblastmi jsou například sekvence na koncích telomerických DNA 
v eukaryotických chromozomech, tzv. telomery. Telomery obsahují celou řadu proteinů a tandemové 
repetice, které kromě početného zastoupení guaninu obsahují i ostatní nukleotidy. Telomery se podílí 
na udržení genomové stability a chrání oblasti chromozómů nesoucích geny během transkripce, či 
replikace. Telomerická DNA je obnovována enzymem telomeráza, jejíž aktivita je regulována právě 
výskytem kvadruplexu v těchto sekvencích DNA. 
Kvadruplexy tudíž plní důležitou roli při regulaci transkripce, replikaci DNA a stabilitě 
genomu. 
Struktura kvadruplexů 
Základní stavební jednotkou kvadruplexů jsou guaninové tetrády, někdy označované také jako 
G-kvartet. Jedná se o rovinný systém čtyř cyklicky uspořádaných guaninových bází, které jsou 
navzájem propojeny pomocí 8 vodíkových vazeb spojujících Watsonův-Crickův a Hoogsteenův 
konec sousedních bází (viz obrázek 2.8). Každý guanin je tedy současně donorem i akceptorem dvou 
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vodíkových vazeb. Ve středu každé tetrády je pak volný prostor, který je v důsledku orientace 
karbonylové skupiny do této oblasti záporně nabitý [10, 11]. 
 
Obrázek 2.8: Guaninová tetráda. Převzato z [10]. 
 
Kvadruplex je pak složen z minimálně dvou tetrád navrstvených nad sebou. Volný prostor 
uprostřed tetrád tvoří kanál, který je obvykle zaplněn jednomocnými ionty. Většina dodnes 
objevených kvadruplexů obsahuje buď sodné ionty, které jsou umístěny v rovině tetrády, nebo 
draselné ionty, které zaujímají pozici mezi jednotlivými tetrádami. Kladný náboj iontů určuje vazbu 
mezi osmi negativními karboxylovými skupinami dvou sousedních tetrád. Vzájemné navrstvení bází 
má pak značný vliv na tvar kvadruplexů. 
Kvadruplexy lze dělit podle několika kritérií. Jedním z nich je počet vláken (molekul DNA), 
které ho tvoří. Kvadruplexy tvořeny čtyřmi vlákny nazýváme tetramolekulární (viz obrázek  2.9d), 
dvěma vlákny bimolekulární (viz obrázek 2.9b) a jedním vláknem unimolekulární (viz obrázek 2.9a). 
Dalším kritériem, podle kterého lze kvadruplexy dělit je polarita jejich řetězců. Paralelní kvadruplexy 
mají u všech čtyř řetězců shodnou orientaci cukrfosfátové páteře, u antiparalelních je alespoň jeden 
řetězec orientován opačně. Polarita řetězců úzce souvisí s torzním úhlem glykosidické vazby 
guaninových zbytků tetrády. Mohou mít synklinální i antiklinální orientaci [10]. 
 
Obrázek 2.9: Schematické znázornění vybraných kvadruplexů: a) unimolekulární paralelní kvadruplex se třemi 
externími smyčkami, b) bimolekulární antiparalelní kvadruplex se dvěma diagonálními smyčkami, c) bimolekulární 
antiparalelní kvadruplex se dvěma laterálními smyčkami, d) tetramolekulární paralelní kvadruplex. Převzato z [10]. 
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Unimolekulární a bimolekulární kvadruplexy musí obsahovat spojovací segmenty, 
označované jako smyčky. Tyto smyčky jsou tvořeny převážně thyminy, ale i ostatními bázemi 
nukleových kyselin. Rozlišujeme smyčky diagonální, laterální a externí. Diagonální smyčky spojují 
dva antiparalelní protilehlé řetězce (viz obrázek 2.9b). Laterální smyčka spojuje dva sousední 
antiparalelní řetězce (viz obrázek  2.9c) a externí smyčka propojuje taky dva sousední řetězce, ale 
s paralelní orientací. Smyčka je pak vedena boční části molekuly (viz obrázek 2.9a). Kvadruplexy se 
mohou dále lišit počtem tetrád, ze kterých jsou složeny. Obecně lze říct, že počet může být libovolný, 
ale zatím známe kvadruplexy, u kterých se počet tetrád pohybuje od dvou do čtyř [10]. 
Vlastnosti kvadruplexů 
Významnou vlastností kvadruplexů je jejich vysoká stabilita. Míru stability ovlivňují faktory jako 
délka či typ smyček, vzájemná orientace řetězců, počet tetrád a hlavně přítomnost iontů v centrálním 
kanálu. Většina kvadruplexů je stabilní za fyziologických podmínek, některé jsou však natolik 
stabilní že vydrží i několik minut v teplotě 100 °C. 
Typ iontů umístěných v kanálu kvadruplexu u většiny sekvencí DNA ovlivňuje jejich 
výslednou strukturu a to hlavně geometrií smyček a polaritu řetězců. Tyto aspekty mají velký vliv na 
interakce kvadruplexů s okolím [10].  
Topologie unimolekulárních kvadruplexů 
S cílem systematického popisu topologie kvadruplexu, je zapotřebí nejdříve klasifikovat samotné 
tetrády podle úhlu glykosidické vazby (dále GBA). Každá guaninová báze tetrády může být 
v synklinální nebo antiklinální orientaci. Z tohoto důvodu existuje šestnáct možných kombinací GBA 
pro guaninové tetrády. 
  Důsledkem GBA je pak definování žlábků mezi sousedními bázemi. Existuje rozdělení na 
úzký, široký a střední žlábek. Úzký a široký žlábek propojuje dvě guaninové báze s odlišnou GBA a 
střední žlábek se stejnou GBA [16].  
Tyto žlábky mají vliv na geometrii smyček kvadruplexu. Podle toho jaké smyčky kvadruplex 
obsahuje, lze teoreticky rozdělit kvadruplexy do 54 skupin, a však některé z těchto kombinací jsou 
nereálné. Vyloučením takových kombinací získáme 26 možných kombinací (viz obrázek 2.10). 
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Obrázek 2.10: Možné kombinace geometrického uspořádání unimolekulárních kvadruplexů. Topologie označena 
písmenem “a“ představuje smyčky začínající v proti směru hodinových ručiček a písmenem “b“ ve směru hodinových 
ručiček.  Převzato z [16]. 
 
Další vlastností, která má vliv na geometrii kvadruplexu, je počet thiminů ve smyčkách. 
Kvadruplexy se třemi smyčkami T1 dokážou vytvořit pouze paralelní uspořádání. Oproti tomu 
kvadruplexy se třemi smyčkami T2 můžou vytvořit paralelní i antiparalelní uspořádání, avšak 
paralelní struktury v tomto případě mají převahu, protože jsou energeticky výhodnější. Kvadruplexy 
s jednou T2 až T6 smyčkou můžou také tvořit paralelní i antiparalelní strukturu, ale naopak v tomto 
případě má mírně přednost antiparalelní uspořádání [17].  
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3 Metody pro predikci struktury 
kvadruplexů 
Tato kapitola popisuje současné metody pro predikci struktur kvadruplexů. Jsou zde popsány 
fyzikálně-chemické metody používané v odborných laboratořích, ale také i výpočetní metody, které 
odhadují výskyt těchto struktur s určitou přesností. Ke konci kapitoly je pak vysvětlen princip 
molekulového modelování. 
3.1 Fyzikálně-chemické metody 
Pomocí těchto metod lze v laboratorním prostředí s vysokou přesností určit nejen výskyt 
kvadruplexů, ale také jejich strukturu nebo dokonce interakce s okolím. Pro takové metody je 
zapotřebí speciálních nástrojů a určení struktury kvadruplexu je časově náročnější.  
NMR spektroskopie 
Jednou z používaných metod je spektroskopie nukleární magnetické resonance. Jedná se o metodu 
využívající interakce atomových jader s magnetickým polem. Předpokladem pro spektrální přiřazení 
rezonančních frekvencí k jednotlivým skupinám jader molekuly je znalost hodnot chemických 
posunů. 
U této metody se používají sekvence s potencionálem složit se do kvadruplexu. Množství 
použitého vzorku v roztoku je obvykle mezi 1 až 3 Mm. Struktura je zkoumána v roztoku H2O 
s požadovanými kationty a za určitých podmínek pH. Na 1D protonovém spektru lze rozlišit imino, 
amino a aromatické protony. Každá guaninová tetráda je pak zobrazena čtyřmi signály protonů imino 
skupin ve vodíkové vazbě (viz obrázek 3.1). Aby bylo možné sledovat všechny vyměnitelné protony, 
je nejlepší provádět experiment v co nejnižší možné teplotě, což je obvykle teplota kolem 5 °C. 
 
 
Obrázek 3.1: NMR spektrum d(GCGGTCGGA)4. Přejato z [12]. 
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Rentgenová krystalografie 
Jednou z nejvíce používaných a nejpřesnějších metod pro predikci struktury kvadruplexů, je 
rentgenová krystalografie. Tato metoda využívá rentgenové difrakce, při které jsou rentgenové 
paprsky rozptýleny od elektronů uvnitř 3D krystalu. 
Prvním krokem je krystalizace vzorku, která bývá nejproblematičtější částí experimentu. 
V dalším kroku se pomocí rentgenového záření získá difrakční obraz. Směr a intenzita 
zaznamenaných paprsků, které jsou odráženy krystaly makromolekul, závisí právě na vnitřní struktuře 
vzorku. Následně je obraz počítačově převeden do 3D modelu, který zobrazuje mapu elektronové 
hustoty v molekule. Části molekuly jsou dále znázorněny na základě chemického modelu podle tvarů 
a umístění jednotlivých částí elektronových oblak, získaných z mapy elektronové hustoty. Tento 
výsledný model je pak ještě zpřesněn dalšími výpočty. Z takto získaného 3D modelu, lze jednoduše 
zjistit strukturu zkoumaného vzorku [22]. 
 Struktura nukleových kyselin je pomocí této metody studována v pevné fázi za nízké 
hydratace a často s příměsí aditiv, nezbytných pro růst krystalu. Jelikož jsou kvadruplexy citlivé na 
změny v okolním prostředí, nemusí takto zjištěná struktura plně odpovídat struktuře za 
fyziologických podmínek.  
CD spektroskopie 
Další možnou metodou pomocí, které můžeme určit typ kvadruplexu je spektroskopie cirkulárním 
dichroismem. CD spektroskopie měří rozdíl v absorpci levotočivého a pravotočivého cirkulárně 
polarizovaného světla, které vzniká v důsledku strukturní asymetrie měřených látek. 
CD spektroskopií lze získat informace o struktuře kvadruplexu, pomocí porovnávání jejích 
spektra s vlastnostmi kvadruplexů, jejíchž strukturu známe. CD spektrum paralelních kvadruplexů se 
vyznačuje pozitivním pásem v blízkosti 260 nm a antiparalelní forma kvadruplexů má pozitivní pás 
okolo 290 nm a negativní blízko 260 nm (viz obrázek 3.2) [13].  
 
 
Obrázek 3.2: CD spektra dvou referenčních kvadruplexů, včetně zobrazení struktur. Převzato z [13]. 
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3.2 Výpočetní metody 
Oproti fyzikálně-chemickým metodám nejsou výpočetní metody tak přesné. Můžeme o nich spíše 
říci, že predikují kvadruplexy s určitou přesností. Jelikož na výskyt a typ kvadruplexu má vliv velké 
množství faktorů, s kterými tyto metody nepočítají, nelze určit výsledky jako stoprocentní. 
Výhodou je však rychlé zpracování velkého množství sekvencí, což je pro určité účely žádoucí. 
Často se tyto metody používají pro nalezení úseků, kde se s vysokou pravděpodobností, vyskytují 
kvadruplexy a ty se pak dále prozkoumávají pomocí fyzikálně-chemických metod. 
QuadParser 
QuadParser je algoritmus, který dokáže identifikovat možný výskyt kvadruplexu v DNA sekvenci. 
Algoritmus na vstupu přijímá pouze data ve formátu FASTA, oproti tomu na výstupu si uživatel 
může zvolit celou řadu formátů, podle potřeby dalšího využití výsledku. QuadParser je možné 
přizpůsobit si tak, aby byly vyhledávány různé vzory. Lze nastavit délku a složení smyček, počet 
tetrád nebo přítomnost mutací a mezer [14].  
Vzhledem k tomu, že během identifikace bimolekulárních a tetramolekulárních kvadruplexů, 
by docházelo k zarovnávání dvou nebo čtyř řetězců DNA a tím by vznikalo velké možností chybných 
kombinací, kde by se kvadruplexy mohly vyskytovat, je algoritmus zaměřen pouze na kvadruplexy 
unimolekulární. 
Unimolekulární kvadruplexy většinou obsahují tři smyčky, jejichž délka ovlivňuje stabilitu 
kvadruplexu. Platí pravidlo, že čím je smyčka delší, tím je stabilita menší. Z tohoto důvodu 
QuadParser uvažuje pouze smyčky v rozmezí 1 až 7 bází. Dalším omezením algoritmu, které 
zpřesňuje analýzu, je počet tetrád. Samotné tetrády se za fyziologických podmínek s velkou 
pravděpodobností nevyskytují, taktéž stabilita dvoutetrádových struktur je velmi nízká. Z tohoto 
důvodu počítá s výskytem kvadruplexů, které tvoří tři a více tetrád [14]. 
Na základě těchto znalostí byl vytvořen vzorec, popisující možné sekvence kvadruplexů (viz 
vzorec 3.1). 
 
G3+N1-7G3+N1-7G3+N1-7G3+ 
Vzorec 3.1: Vzorec pro vyhledávání sekvence kvadruplexu používaný algoritmem QuadParser. 
 
QGRS Mapper 
Podobným algoritmem jako předchozí QuadParser, je algoritmus QGRS Mapper (Quadruplex 
forming G-Rich Sequences Mapper). Rozdíl je ve vzorci, který popisuje možné sekvence, počítá totiž 
s počtem tetrád dvě a více. Také délka smyček může být delší. Konkrétně lze nastavit délku od nuly 
do 36 bází. Lze taky nastavit jaké nukleotidy a v jakém pořadí se mají vyskytovat ve smyčkách. Tato 
vlastnost umožňuje vyhledat přesněji požadované kvadruplexy. Výhodou je také možnost analýzy 
celých genů, na základě zadaného Gene ID [15]. Celý nástroj je dostupný jako webová služba na 
adrese: http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/index.php.  
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𝐆𝑥𝐍𝑦1𝐆𝑥𝐍𝑦2𝐆𝑥𝐍𝑦3𝐆𝑥 
𝑥 ≥ 2 ;  𝑦1, 𝑦2, 𝑦3 = 𝑑é𝑙𝑘𝑎 𝑠𝑚𝑦č𝑘𝑦 
Vzorec 3.2: Vzorec pro vyhledávání sekvence kvadruplexu používaný algoritmem QGRS Mapper. 
 
QuadPredict 
Tento algoritmus slouží k predikci stability struktury kvadruplexů na základě jejich sekvence a 
koncentrace kationtů. Výsledkem je pak teplota tání kvadruplexů. Algoritmus využívá Bayesovského 
učení a kromě predikce uvádí také míru nejistoty, tj. možnou odchylku ve stupních Celsia, která je 
vypočítávána na základě podobnosti sekvence s trénovací množinou. Zdrojem trénovacích dat jsou 
reálně naměřené sekvence, které lze díky učícímu algoritmu kdykoli rozšiřovat [14].  
3.3 Molekulární modelování 
Další možností jak zjisti strukturu molekuly DNA, tedy i kvadruplexů, je výpočet pomocí 
molekulárního modelování. Jedná se o vědní disciplínu studující molekulové systémy pomocí tvorby 
modelů prostřednictvím specializovaných počítačových nástrojů. 
Důležitou veličinou je potenciální energie (dále Epot), která je jednou ze složek celkové energie 
molekuly. Velikost této energie závisí právě na geometrii dané molekuly a zároveň charakterizuje 
stabilitu určité konformace molekuly (čím je Epot menší, tím je molekula stabilnější). Právě díky této 
vlastnosti lze určit nejpravděpodobnější konformaci molekuly. 
Molekulová mechanika 
Jednou z metod jak vypočítat potenciální energii molekuly je molekulová mechanika (MM). Protony, 
neutrony a elektrony nejsou uvažovány odděleně, ale jsou shrnuty do jedné částice ve tvaru koule. 
Taková částice nese určitý parciální náboj, který je lokalizován v jejím středu, poloměr koule pak 
odpovídá naměřeným hodnotám. Vazby, kterými jsou jednotlivé atomy propojeny, si lze představit 
jako “pružiny“, jejichž tuhost je popsána určitou konstantou (viz obrázek 3.3) [20]. 
 
 
Obrázek 3.3: Model molekuly, nabité částice spojené pružinami. Převzato z [21]. 
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Důležitou roli zaujímá také chemické prostředí, konkrétněji silové pole, které je tvořeno dvěma 
složkami:  
 potenciálová funkce – funkce pro výpočet Epot 
 parametry – hodnoty konstant, vyskytujících se v potenciálové funkci 
Potenciálová funkce je tvořena na základě Newtonovy mechaniky. Počítá potenciální energii jako 
součet vazebných4 a nevazebných5 interakcí v rámci molekuly (viz obrázek 3.4). 
 
 
 
Obrázek 3.4: Schématické znázornění výpočtu potenciálové funkce. Převzato z [21]. 
 
Parametry silového pole jsou získány z experimentů (RTG, neuronová difrakce, NMR rotační 
spektroskopie, vibrační spektroskopie) a výpočtem fitování energetických hyperploch. 
 V současné době se pro výpočet používají nejnovější verze silových polí AMBER, 
CHARMM, GROMACS a MacroModel. Autoři těchto nástrojů se snaží, aby jejich potenciály a 
konstanty v nich uložené, byly co nejobecnější [20]. 
 Molekulární mechanika dovoluje takto navržený model optimalizovat metodami 
minimalizace potenciální energie. Ve většině případů jsou pro tuto minimalizaci využity algoritmy 
největšího spádu nebo konjugovaných gradientů. První algoritmus dokáže optimalizovat i počáteční 
model značně vzdálený od optimálního, avšak pomalu konverguje v blízkosti hledaného minima Epot. 
Druhý algoritmus má opačný charakter, proto se obě metody často kombinují [20]. 
 Na základě výpočtu potenciální energie a její následné optimalizace lze najít právě ten 
nejpravděpodobnější model. V konformační analýze jsou však důležité všechny možné konformace o 
nízké potenciální energii. K tomu slouží metody, které procházejí konformační prostor a 
zaznamenávají jednotlivé konformace. Důležité je, aby taková metoda prošla celý konformační 
prostor. Toho lze docílit systematickým výběrem s pevně stanoveným krokem, avšak pro velké 
molekuly, jako jsou kvadruplexy, je tento postup velice časově náročný. Proto se upřednostňuje výběr 
konformací v oblastech s nižší Epot [20]. 
                                                     
4 Síly vzniklé v důsledku odchylek vazebných parametrů. 
5 Síly, které nezávisejí na intramolekulárních vazbách. 
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Molekulová dynamika 
Jedním z takových postupů je molekulová dynamika (MD). Tato metoda vychází z aplikace 
Newtonovských pohybových rovnic mechaniky na mikroskopický systém (viz rovnice 3.3). Počáteční 
model je vystaven ohřevu tak, že atomům je udělen náhodný impuls, přičemž množina všech impulsů 
působících na jednotlivé atomy vyhovuje Maxwellovu rozdělení energie odpovídající zvolené teplotě. 
Celková energie molekuly je tvořena kinetickou a potenciální energií. Tyto dvě složky se můžou 
vzájemně přeměňovat a v důsledku pohybu atomů tak dochází ke změně polohy a tedy i změně Epot. 
Přeměna těchto dvou energií tak umožňuje molekule překonat energetickou bariéru, dělící dvě různé 
geometrie této molekuly. 
 
𝑑2𝑥
𝑑𝑡2
=
𝐹𝑥
𝑚
,
𝑑2𝑦
𝑑𝑡2
=
𝐹𝑦
𝑚
,
𝑑2𝑧
𝑑𝑡2
=
𝐹𝑧
𝑚
, 
Lze zapsat:    𝐹 = 𝑚
𝑑2𝑟
𝑑𝑡2
  
Rovnice 3.3: Pohybová rovnice,  F je vektor síly, m je hmotnost tělesa násobená druhou časovou derivací vektoru polohy. 
 
Z poloh, rychlostí atomů a sil působících v rámci systému v čase t, můžeme určit polohy, 
rychlosti a síly atomů v čase t + δt (viz obrázek 3.5). Výsledkem molekulové dynamiky je tak 
posloupnost událostí, kdy stav předchozí jednoznačně určuje stav následující. V takto získaném 
souboru je pak možno vyhledat oblasti s malou Epot [20,21]. 
 
 
Obrázek 3.5: Princip molekulární dynamiky. Převzato z [21]. 
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4 Návrh a implementace 
V této kapitole jsou popsány využité implementační technologie a také implementace výsledných 
nástrojů pro vyhledávání a následnou predikci struktur unimolekulárních kvadruplexů na základě 
zadaných sekvencí DNA.  
4.1 Implementační technologie 
Sada nástrojů umožňující predikci struktury kvadruplexu, byla vyvíjena v prostření operačního 
systému Linux Ubuntu ve verzi 13.10, z tohoto důvodu je pro bezproblémový provoz doporučena 
také tato platforma. 
Volba unixového prostředí byla ovlivněna výběrem sady softwarových nástrojů 
AMBER Tools 14 (Assisted Model Building with Energy Refinement) [23], která je primárně určena 
pro tento typ operačních systému. Jedná se o neplacenou část balíku AMBER obsahující sadu 
programů, které umožňují uživatelům provádět molekulární modelování s podporou nejnovějších 
molekulárních silových polí nutných k simulaci biomolekul (viz kapitola 3.3). 
Programy balíku AMBER Tools využitými v rámci této práce jsou: 
 NAB (Nucleic Acid Builder) 
 LEaP (link, edit, and parm) 
 SANDER (Simulated Annealing with NMR-Derived Energy Restraints) 
Nástroj NAB umožňuje sestavovat nukleové kyseliny. LEaP je v balíku AMBER Tools obsažen 
v grafické i shellové verzi. Obě tyto varianty jsou ovládány pomocí příkazové řádky a slouží 
k přípravě molekul před molekulárním modelováním. Varianta s grafickým uživatelským rozhraním 
je navíc obohacena o vizualizační a editační nástroj nukleových kyselin. K samotnému 
molekulárnímu modelování je pak určen nástroj SANDER [23,24]. Znázornění datového toku mezi 
jednotlivými nástroji v AMBER Tools, je znázorněno na obrázku 4.1. 
 
Obrázek 4.1: Datový tok v AMBER Tools. Převzato z [24]. 
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 K vizualizaci a editaci byl využíván program PyMOL ve verzi 1.7.1. Tentýž program byl 
použit ke generování grafických výstupů v závěru predikce struktury kvadruplexu. Pro grafické 
znázornění výsledných statistik v podobě grafů, byl používán program Xmgrace. 
4.2 Základní schéma metodiky 
Pro nalezení potencionálních výskytů unimolekulárních kvadruplexů v  DNA sekvencích lze použit 
již existující nástroj QGRS Mapper (viz kapitola 3.2). Avšak výsledné řešení bude taky disponovat 
nástrojem pro jejich detekci v zadaných sekvencích. 
Na základě znalostí uvedených v kapitole 2.3, je známo, že faktorů které mají vliv na 
výslednou strukturu kvadruplexů, je celá řada. Většinu však nelze zjistit pouze ze zadané sekvence, 
např. typ iontů. Z tohoto důvodu bude výsledný nástroj predikovat výslednou strukturu za různých 
podmínek a uživateli pak bude poskytnuto více výstupů včetně přehledného souboru s jejich 
porovnáním. Tento přístup je sice výpočetně náročnější, ale uživateli tak bude nabídnut kvalitnější a 
úplnější výsledek. 
 Jelikož existuje 26 možných konformací unimolekulárních kvadruplexů (viz kapitola 2.3), 
bylo by potřeba spočítat nejmenší potenciální energii pro každou z nich a na základě vzájemného 
porovnání výsledných Epot určit ty nejpravděpodobnější. Výpočet však lze zredukovat, jednak rotací 
jednotlivých struktur v prostoru pouze na 13 možných konformací, protože každou strukturu lze 
v prostoru rotovat tak, aby odpovídala dvěma možným konformacím, aniž by došlo k samotné změně 
struktury a tím i k energetické změně molekuly a jednak vyloučením nemožného uspořádání. 
K tomuto kroku je zapotřebí dostatečná uživatelova znalost této problematiky. 
V první fázi predikce je tedy potřeba namodelovat vybrané experimentální struktury včetně 
iontů obsažených uvnitř kvadruplexů. Z takto získaných modelů bude následně vypočtena minimální 
potenciální energie. Dalším krokem pak bude porovnání všech vypočtených Epot a seřazení dle jejích 
velikosti  (viz obrázek 4.2). 
 
 
Obrázek 4.2: Základní schéma vyhledání a predikce struktury kvadruplexů. 
 
Účinnost těchto nástrojů lze pak porovnat s již existujícími vzorky, které jsou dostupné 
v některé z veřejně dostupných databází, poskytujících informace o strukturách nukleových kyselin. 
Mezi použitelné databáze, které jsem k dnešnímu datu našel, jsou databáze NDB (nucleic acid 
database) a PDB (protein data bank) [19,25]. Tyto databáze poskytují trojrozměrné strukturní 
informace o nukleových kyselinách, včetně jejich sekvencí a dalších užitečných informací, jako 
například typ iontů, metoda jakou byly nalezeny nebo odkaz na elektronický článek popisující danou 
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nukleovou kyselinu. Všechny unimolekulární kvadruplexy dostupné v těchto databázích k dnešnímu 
datu, jsou uvedeny v příloze A. Tento souhrn obsahuje kromě názvů a odpovídajících sekvencí, taky 
záznam o jejich struktuře. 
4.3 Podrobný popis jednotlivých částí 
V této podkapitole jsou detailněji popsány jednotlivé kroky vyhledávání a predikce kvadruplexů.  
Nalezení sekvencí kvadruplexů 
Pro nalezení úseků sekvencí typických pro kvadruplexy byl navržen a implementován skript 
q_find.sh, který na vstupu očekává sekvenci DNA zadanou ve formátu FASTA a případně další dva 
volitelné parametry, jimiž jsou maximální počet tetrád tvořících hledané kvadruplexy a maximální 
délka smyček. Pokud tyto dva doplňující parametry na vstupu chybí, vyhledávací algoritmus se bude 
řídit podle vzorce 4.1. Nástroj pak v zadané sekvenci vyhledá všechny možné varianty odpovídajících 
sekvencí. Skript je napsán v jazyce BASH a k vyhledávání využívá program sed (stream editor).  
 
N0-3G2-5N1-7G2-5N1-7G2-5N1-7G2-5N0-3 
Vzorec 4.1: Vzorec nástroje q_find.sh pro vyhledávání sekvenci kvadruplexů. G označuje guaninový základ a N smyčky 
kvadruplexu. 
 
Jako alternativní způsob vyhledávání kvadruplexů v DNA sekvencích, lze využít i jiný 
dostupný nástroj, např. některý z uvedených v kapitole 3.2. 
Tvorba modelu 
Automatická tvorba struktury 
Základem celého procesu predikce kvadruplexů, je kvalitní návrh experimentálních struktur. Tyto 
molekuly DNA často zaujímají složité geometrické útvary a plně automatizované řešení není triviální 
záležitosti. 
Během vývoje této práce byl navržen a následně i implementován algoritmus pro automatické 
sestavování modelů kvadruplexů. Základem algoritmu bylo sestavení tetrád v jazyce NAB, pomocí 
distančních vzorů získaných z již existujících kvadruplexů aplikovaných na předem vytvořené 
jednovláknové DNA. V další části k takto vytvořenému tetrádovému základu docházelo k dopočítání 
smyček. V první verzi programu byl opět využit přístup sestavování struktury pomocí distančních 
vzorů, tentokrát získaných z dostupné databáze balíku AMBER Tools. Avšak i přes četnou 
korespondenci se zkušenými uživateli tohoto nástroje, se nepodařilo dosáhnout požadovaných 
výsledků. Z tohoto důvodu, byl pro dopočítávání smyček navrhován skript, který postupně skládal 
cukr-fosfátové složky nukleotidů do obloukovitého tvaru. Pro jednodušší tvorbu těchto smyček byly 
využívány dva referenční oblouky. Jeden ze dvou cukr-fosfátových částí a druhý ze tří. Tyto smyčky 
byly dle potřeby expandovány tak, že se jejích zaoblení neměnilo, ale měnila se pouze vzdálenost od 
guaninového základu (viz obrázek 4.3). Ačkoli bylo dosaženo zdánlivě dobrých výsledků, během 
spouštění procesu molekulárních simulací bylo zjištěno, že u takto vytvořených kvadruplexů 
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docházelo k deformaci fosfátové páteře, což vedlo k celkové destabilizaci struktury. Důvodem byl 
zřejmě fakt, že u existujících kvadruplexů se nevyskytují přesně obloukovité smyčky, nýbrž 
trajektorie přibližující se obloukům s různým typem zakřivení (viz obrázek 4.4). 
 
 
Obrázek 4.3: Znázornění tvorby nové smyčky, pomocí expanze referenční smyčky 
 
Obrázek 4.4: Struktura kvadruplexu 2JSQ, zobrazená v programu PyMOL. 
 
Z těchto důvodu toto řešení nebylo uvažováno a při modelování struktur kvadruplexů je proto 
nutná jistá uživatelská interakce a kontrola. V rámci této práce byly využity dva různé, avšak 
navzájem se doplňující přístupy pro tvorbu těchto struktur. 
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Tvorba mapováním nukleových kyselin 
Prvním a méně závislým přístupem je mapování jednotlivých nukleových kyselin na předem 
připravené strukturní vzory kvadruplexů. Výhodou této metody je její přesnost a určitá nezávislost na 
uživateli, navíc množinu vzorů lze kdykoli rozšířit o nově získané konformace, buď z veřejně 
dostupných databází, anebo o nově vymodelované struktury pomocí druhé metody. 
Pro jednodušší použití byl implementován skript q_map.sh, který předzpracovává vstupní 
informace a řídí celý průběh tvorby modelů. Jeho jediným vstupním parametrem je DNA sekvence 
potencionálního kvadruplexu zadaná dle vzorce 4.2. Na základě porovnávání kvadruplexů 
dostupných v databází PDB, bylo zjištěno, že na výslednou strukturu mají často vliv i krátké části 
sekvence před i za samotnou sekvencí kvadruplexu, proto vzorec zohledňuje i tyto částí sekvence. 
Kromě tohoto parametru využívá lokální databázi struktur, kterou lze dále rozšiřovat. Počet 
vytvořených modelů tedy závisí na velikost této databáze. Po zpracování vstupní sekvence a 
vyhledání vhodných vzorů, dochází k postupnému umisťování cukr-fosfátových částí jednotlivých 
nukleových kyselin na přiřazené pozice. Výsledkem této operace je zatím neúplný model skládající se 
z guaninových tetrád tvořících základ kvadruplexu a cukr-fosfátové páteře smyček (viz obrázek 4.5). 
K doplnění chybějících atomů je v konečné fázi využit nástroj LEaP. Výsledkem je pak množina 
souborů ve formátu (.pdb), obsahujících souřadnice jednotlivých struktur (viz obrázek 4.5). Postup 
algoritmu q_map.sh je popsán níže. 
 
Ny0:Gx:Ny1:Gx:Ny2:Gx:Ny3:Gx:Ny4 
Vzorec 4.2: Vzor vstupní sekvence skriptu q_map.sh. Kde Nyn označuje části sekvence popisující smyčky kvadruplexu a 
Gx popisuje guaninový základ kvadruplexu. 
 
 
Obrázek 4.5: Postup mapování sekvencí na vzorovou kostru kvadruplexu. Vlevo je zobrazena neúplná struktura 
kvadruplexu se smyčkami vytvořenými pouze z cukr-fosfátových části, vpravo je již úplná struktura odpovídající sekvenci 
d[TGGG(CCTGGG)3]. 
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Jednotlivé body algoritmu 1, skriptu q_map.sh: 
 
1. Vstup – sekvence potencionálního kvadruplexu. 
2. Načtení a zpracování vstupní sekvence (tj. převedení sekvence na odpovídající vzor, 
GGG:TT:GGG:TT:GGG:TT:GGG:A → 0:3:2:3:2:3:2:3:1). 
3. Vyhledání odpovídajících vzorů. Hledají se všechny vzorové struktury, které se shodují 
se vzorem zadané sekvence, nebo se liší maximálně v první, či poslední smyčce. 
4. Vytvoření kopií nalezených vzorů a jejich následná úprava tak, aby odpovídaly délce zadané 
sekvence. 
5. Mapování nukleotidů obsažených ve smyčkách zadané sekvence. 
6. Kontrola a oprava souborů pomocí programu LEaP.  
7. Výstup – soubor ve formátu (.pdb), obsahující výslednou strukturu. 
 
Nové vzorové struktury, lze přidávat do databáze prostřednictvím skriptu import_to_DB.sh, 
který upraví a správně zařadí nový soubor do již existující hierarchie složek. 
 
Jednotlivé body algoritmu 2, skriptu import_to_DB.sh: 
 
1. Vstup – soubor ve formátu (.pdb) obsahující vzorovou strukturu. 
2. Zjištění sekvence vstupního souboru, pomocí vytvořeného programu count_res.nab. 
3. Převedení nalezené sekvence, do podoby reprezentující tento vzor, vytvoření složky se 
stejným názvem a vytvoření kopie vstupního souboru do vytvořené složky. 
4. Úprava výsledného souboru – odstranění přebytečných vodíků a dalších informací mimo 
ohraničení prvního modelu (MODEL – ENDMDL). 
5. Výstup – upravený soubor ve formátu (.pdb), obsahující vzorovou strukturu. 
 
Tvorba skládáním 
Druhou variantou jak vytvořit nové experimentální struktury, je pomocí skládání kvadruplexů 
z jednotlivých částí již existujících geometrických struktur a případnou editací. Tento způsob je 
časově mnohem náročnější a vyžaduje uživatelskou spoluúčast, to znamená, že není plně 
automatizován. 
 Pro tuto metodu byly vyvinuty pomocné skripty, které částečně zjednodušují tento postup. 
Pro rozdělení stávajících struktur na jednotlivé stavební bloky, je určen nástroj q_split.sh. Dokáže 
rozdělit kvadruplex na jednotlivé smyčky, tetrády a v neposlední řadě také celý základní blok 
navrstvených guaninových tetrád, které tvoří základ kvadruplexu.  
Dalším užitečným nástrojem, který umožňuje částečně vytvořit strukturu kvadruplexu je 
q_core_builder.nab. Jedná se o skript jazyka NAB, určený k tvorbě guaninového bloku navrstvených 
tetrád. Lze tak teoreticky vytvořit základ kvadruplexu s libovolným počtem tetrád. Pro tvorbu takové 
struktury využívá jako předlohu jednu tetrádu, kterou několikanásobně kopíruje a následně pomocí 
rotací a translací vrství na sebe (viz obrázek 4.7). Důležitou částí tohoto postupu je zarovnání vstupní 
tetrády tak, aby její střed byl v bodě [0,0,0]. Kolem všech guaninových prvků tetrády lze vytvořit 
čtverec postupným spojením jednotlivých C1‘ atomů. Na základě protnutí diagonál tohoto čtverce lze 
detekovat střed tetrády (viz obrázek 4.6). V základním nastavení skriptu je již přednastaven vzor 
tetrády včetně míry rotace a translace, avšak pomocí volitelných parametrů, lze toto nastavení měnit. 
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 Takto získané stavební bloky lze pak dále editovat, či skládat a vytvářet tak nové 
experimentální struktury kvadruplexů. Vhodnými editačními programy jsou například PyMOL, nebo 
grafická verze LEaP obsažena v softwarovém balíku AMBER Tools. 
 
Obrázek 4.6: Nalezení středu tetrády. 
 
Jednotlivé body algoritmu 3, skriptu q_core_builder.nab: 
1. Načtení vstupní tetrády, která se bude vrstvit na sebe a vstupního parametru udávajícího počet 
těchto tetrád, případně i dalších doplňujících parametrů nastavujících míru translace a rotace 
jednotlivých tetrád. 
2. Vypočtení středu tetrády na základě protnutí diagonál smyšleného čtverce, a transformace 
molekuly taky aby nalezený střed byl v bodě [0,0,0]. 
3. Rotace tetrády kolem osy Z a její posun po téže ose. 
4. Spojení sousedních tetrád v jeden celek a pokračování bodem 2., dokud není sestavena celá 
struktura guaninového základu kvadruplexu. 
 
 
Obrázek 4.7: Guaninový základ kvadruplexu, vygenerovaný skriptem q_core_builder.sh. 
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Výpočet potenciální energie 
Po fázi modelování potencionálních struktur kvadruplexů, je potřeba vypočítat jejich potenciální 
energie a na základě jejich hodnot určit, které modely jsou pravděpodobnější. Celý tento průběh je 
řízen skriptem q_run_sml.sh, který nastavuje parametry a postupně spouští jednotlivé procedury. 
Před samotným výpočtem potenciální energie, dochází prostřednictvím nástroje LEaP k úpravě 
vstupních souborů. Tento program je spouštěn s parametrem definujícím volbu silového pole. Právě 
volba silového pole významně ovlivňuje konečný výsledek. Ačkoli  verze AMBER Tools 14 nabízí 
nová silová pole, po několika násobném testování bylo zvoleno silové pole ze starší verze, konkrétně 
se jedná o silové pole ff99+bsc0. Dále dochází k načtení vstupního souboru obsahující údaje o 
struktuře a automatické kontrole, případně opravě všech residuí. Takto nahraná molekula je 
uvažována v prostředí vakua, a protože se většina biochemických reakcí odehrává ve viskózním 
prostředí, provede se solvatace. Dojde tedy k přidání explicitní molekuly rozpouštědla, kterým obecně 
může být např. olej, voda, kyseliny nebo alkohol. V tomto případě byla zvolena solvatace molekulami 
vody, které se získávají z boxu vody TIP3BOX, poskytovaného v rámci programu LEaP. Dále je 
provedena neutralizace jednotky přidáním iontů. Přidány jsou ionty draslíku, a pro kopii molekuly 
ionty sodíku. Aktuální náboj je pak ověřen pomocí příkazu charge. Takto předpřipravené molekuly 
kvadruplexu jsou uloženy do amberovských souborů (.inpcrd) popisujícího počáteční souřadnice a 
(.prmtop) popisujícího topologii. 
Následujícím krokem je minimalizace energie. Během této fáze dochází k postupnému 
prohledávání křivky PES (Potential Energy Surface) a hledání lokálních minim. Tento proces je 
prováděn nástrojem SANDER, který na vstupu očekává vygenerované soubory z předchozího kroku 
(.inpcrd), (.prmtop) a parametrický soubor (.in). Pro volbu správných parametrů, bylo potřeba 
nejdříve provést několik zkušebních běhů a na jejich základě zvolit optimální podmínky. V rámci 
tohoto souboru bylo nastaveno také poziční omezení atomů guaninů, které tvoří základní blok 
kvadruplexu. Toto omezení bylo nastaveno, aby nedocházelo k nežádoucím změnám guaninového 
základu struktury kvadruplexu. 
 
Initial - minimisation of quadruplex structure 
&cntrl 
    imin   = 1, 
    maxcyc = 1000, 
    ncyc   = 500, 
    ntb    = 1, 
    igb    = 0, 
    cut    = 12, 
    ntc    = 1, 
    ntf    = 1, 
    ntr    = 1, 
  restraintmask = ':G', 
  restraint_wt = 2.0 
 / 
Příklad parametrického (.in) souboru pro minimalizaci energie kvadruplexu. 
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Nastavení výše uvedeným souborem určuje, že se bude vykonávat minimalizace (imin = 1), 
s maximálním počtem kroků (maxcyc = 1000). Prvních (ncyc = 500) kroků se provádí metodou 
největšího spádu a zbytek výpočtu pak pomocí konjugovaných gradientů. Ve výpočtu se používají 
periodické okrajové podmínky (ntb = 1), velikost ořezu je definována dvanácti [Å]6 (cut = 12), 
algoritmus SHAKE je deaktivován (ntc = 1), dochází k výpočtu všech interakcí (ntf = 1) a poziční 
omezení bude prováděno pomocí harmonického potenciálu (ntr = 1). V restrainmask jsou nastavena 
residua, na která se toto omezení bude vztahovat, v restrain_wt je pak nastavená silová konstanta pro 
omezení. Výsledkem minimalizace je textový soubor se záznamem celého průběhu a soubor (.rst) 
obsahující konečné souřadnice struktury. 
Tyto souřadnice společně se souborem obsahujícím topologii a parametrickým souborem 
definujícím průběh molekulární dynamiky, jsou opět předány utilitě SANDER, tentokrát s nastavením 
určeným pro běh molekulární dynamiky. 
 
MD calculation 
&cntrl 
    imin=0, ntb=0,cut=12.0, 
    ntc=2, ntf=2, tempi=300.0, temp0=300.0, 
    ntt=3, gamma_ln=1.0, 
    nstlim=10000, dt=0.002, 
    ntpr=1, ntwx=250, 
    ntr=1, 
  restraintmask = ':G', 
  restraint_wt = 1.0 
 / 
Příklad parametrického (.in) souboru pro molekulární dynamiku. 
 
Oproti nastavení minimalizace je definován výpočet molekulární dynamikou (imin = 0), dále je 
nastavena neperiodická simulace (ntb = 0), algoritmus SHAKE je aktivní pro vazby obsahující vodík 
(ntf = 2). Teplota systémů je nastavena na 300 K, počet kroků na (nstlim = 10000) s časovým krokem 
(dt = 0.002). Během simulace se využívá Langevinův termostat (ntt = 3), s parametrem 
(gamma_ln = 1.0). Informace o souřadnicích systému se zapisují do souboru (.mdcrd) po 
definovaném počtu kroků (ntwx = 250). Výsledkem simulace je tedy soubor obsahující souřadnice 
(.mdcrd), textový soubor (.out) s popisem simulace a (mdinfo) se záznamem výsledných hodnot. 
 V rámci skriptu q_run_sml.sh je pak ještě využit nástroj ambpdb pro převod amberovského 
souboru popisujícího topologii (.prmtop) a souboru se souřadnicemi (.rst) do formátu (.pdb). Z takto 
vytvořeného souboru jsou následně odstraněny molekuly vody a jednomocné ionty, aby při případné 
vizualizaci nestínily samotnou strukturu kvadruplexu. 
Vyhodnocení výsledků 
Základem pro vyhodnocení výsledků jsou informace o hodnotách energie získáných z textových 
souborů, které jsou výsledkem minimalizace a molekulární dynamiky. Analýza těchto souborů 
probíhá v několika krocích. V první fázi jsou pomocí nástroje process_minout.perl zpracována data 
z výsledného souboru minimalizace. Dochází k postupnému vytvoření souborů, obsahujících data 
jednotlivých veličin. Tyto soubory jsou pojmenované podle obsahu, který obsahují. Obdobným 
způsobem pomocí nástroje proces_mdout.perl se vytvoří statistické soubory z výsledků molekulární 
                                                     
6 Ångström je jednotka délky. Hodnota jednoho angstromu je 10-10 m. 
27 
 
dynamiky. Z některých takto vytvořených souborů jsou pak pro lepší uživatelskou přehlednost 
vygenerovány grafy pomocí aplikace Xmgrace (viz obrázek 4.8). Pokud by v rámci predikce bylo 
žádoucí data vizualizovat jiným způsobem, je k dispozici v rámci balíku AMBER tools nástroj 
mdout_analyzer.py, který lze jednoduše ovládat prostřednictvím přehledného grafického 
uživatelského rozhraní. Pro grafické zobrazení struktury je použit výsledný soubor (.pdb) a pomocí 
aplikace PyMOL jsou vygenerovány dvě ukázky konkrétní struktury kvadruplexu. Stejný program lze 
použít i k samotné vizualizaci. 
 
Obrázek 4.8: Grafické zobrazení potenciální energie během procesu MD. 
 
V druhé fázi již dochází k vzájemnému porovnání výsledků jednotlivých struktur stejné 
sekvence a vyhodnocení nejpravděpodobnějších struktur. K tomuto porovnání byl navržen skript 
compare_results.sh. V rámci tohoto programu dochází k načtení potenciálních energií jednotlivých 
struktur a vzájemnému porovnání. Tato data jsou získána z výstupních souborů programu SANDER. 
V některých případech identické sekvence DNA za stejných, nebo velmi podobných podmínek, 
můžou vytvořit kvadruplexy s odlišnou topologií (viz obrázek 4.9). Z tohoto důvodu nelze za 
nejpravděpodobnější výsledek označit pouze tu strukturu, která má nejmenší potenciální energii, ale 
je třeba vzít v úvahu i struktury, jejichž potenciální energie se blíží danému minimu. Uživateli jsou 
proto poskytnuty data o všech vyhodnocených strukturách, seřazených od nejpravděpodobnějších 
k nejméně pravděpodobným. Zkušený uživatel si tak může určit práh nejpravděpodobnějších struktur 
sám. 
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Obrázek 4.9: Různé strukturní typy kvadruplexů, tvořených stejnou sekvencí. Převzato z [18]. 
 
Datový tok implementovaných nástrojů 
Pro lepší pochopení datového toku mezi nástroji AMBER Tools a implementovanými skripty, je zde 
umístěno schéma popisující tento tok (viz obrázek 4.10). Pro jednodušší ovládání je celý tento průběh 
řízen skriptem control_script.sh, který postupně spouští jednotlivé části s příslušnými parametry. 
 
 
Obrázek 4.10: Schéma popisující datový tok mezi AMBER Tools a implementovanými skripty. 
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5 Experimentální ohodnocení 
Nedílnou součástí vývoje aplikace byla i fáze testování. Výsledné nástroje byly jednak průběžně 
testovány během jejich vývoje, což odhalilo mnoho chyb a jednak v závěrečné fázi kdy došlo 
k testování samotné predikce kvadruplexu. Tyto testy a jejich výsledky jsou popsány v této kapitole. 
5.1 Porovnání s existujícími kvadruplexy 
Za účelem testování aplikace byla stažena většina kvadruplexů dostupných v databázi PDB, které 
byly následně uloženy v lokální databází programu. V tomto kroku byla zároveň otestována 
funkčnost algoritmu určeného pro vytváření této databáze, na základě čehož byl zjištěn fakt, že 
některé záznamy v (.pdb) souborech neobsahují příznak ukončení modelu ENDMDL, což vedlo 
k nesprávné detekci sekvence. Z tohoto důvodu je potřeba před uložením vzoru provést kontrolu 
těchto souborů a případně doplnit chybějící příznaky (MODEL a ENDMDL). 
Ačkoli vyhledávací algoritmus kvadruplexů v sekvenci nebyl stěžejní části celé práce, byla 
ověřena i jeho funkčnost. Testy probíhaly jak na krátkých sekvencích, tak na dlouhých sekvencích 
lidského genomu. Tyto testy probíhaly s různými parametry určujícími počet tetrád a délku smyček. 
Výsledky byly porovnány s výsledky aplikace QGRS Mapper spuštěné se stejnými vstupními daty. 
Na základě tohoto srovnání lze konstatovat, že kromě sekvencí které se překrývají, byly nalezeny 
všechny záznamy. Konkrétně bylo nalezeno 49 odpovídajících sekvencí oproti 51 sekvencím, které 
byly nalezeny aplikací QGRS Mapper ve stejně zadané vstupní sekvenci. Výhodou skriptu q_find.sh 
je navíc schopnost zahrnout krátké částí sekvencí před a za nalezenou sekvenci kvadruplexu. 
Nejvíce času bylo věnováno testování predikci struktury kvadruplexu. Výpočty prováděné 
pomocí molekulárních simulací jsou velmi výpočetně náročné, proto vypočtení potenciální energie 
jedné struktury trvalo na průměrném osobním počítači (intel core 2 duo 2.26 GHz) v průměru cca 
hodinu času. Většina testů probíhala nad sekvencí :GGG:TTA:GGG:TTA:GGG:TTA:GGG:, nebo 
jejími variacemi (tj. změnou části před, či za sekvencí kvadruplexu), výhodou byl fakt, že pro tuto 
sekvencí existuje 8 různých strukturních vzorů. Tato množina vzorů byla dále doplněna o vlastní 
vyrobený vzor. Běhy molekulárních simulací probíhaly na vzorcích v prostředí iontů draslíku a 
následně iontů sodíku. 
 
Test 1 (v prostředí iontů sodíku) 
 Zadaná sekvence: A:GGG:TTA:GGG:TTA:GGG:TTA:GGG 
 Mapování proběhlo úspěšně, tzn. byly nalezeny a následně namapovány všechny nukleotidy 
na odpovídající vzor. 
 
Na základě níže znázorněné tabulky obsahující vypočtené hodnoty je zřejmé, že nejvýhodnější 
Epot dosáhl vzorek č. 3. Jedná se o téměř stejnou strukturu, jakou obsahuje kvadruplex 2MB3, který je 
popsán stejnou sekvencí jako vstupní zadaná sekvence. Naopak nejhůře dopadla struktura vzorku č. 1, 
která je podobná kvadruplexu 2MCO, který je pospán taktéž stejnou sekvencí, avšak dosahuje nižší 
Epot v jiném prostředí. Na základě těchto zjištění, je možné test 1 prohlásit za úspěšný. 
  
30 
 
Vzorek č. Epot Sruktura 
Vzorek 1 -65550,81300 ldl 
Vzorek 2 -67737,99870 ell 
Vzorek 3 -83913,76640 ell 
Vzorek 4 -78613,85070 lle 
Vzorek 5 -72906,12840 lle 
Vzorek 6 -75660,80150 lel 
 
Vysvětlivky popisu struktury: 
e – externí smyčka; l – laterální smyčka; d – diagonální smyčka 
Test 2 (v prostředí iontů draslíku) 
 Zadaná sekvence: A:GGG:TTA:GGG:TTA:GGG:TTA:GGG 
 Mapování proběhlo opět úspěšně. 
 
V testu č. 2 opět nejlépe dopadla struktura podobná kvadruplexu 2MB3, zřejmě je toto 
uspořádání velmi energetický výhodné i za jiných podmínek. Je vidět i výrazné změny u ostatních 
struktur, v prostředí iontů draslíku dopadly všechny struktury energeticky lépe než v předchozím 
měření. Což ve většině případů odpovídá záznamům v databází PDB, kde je značná množina struktur 
kvadruplexů definována v prostředí iontů draslíku. 
 
Vzorek č. Epot Sruktura 
Vzorek 1 -87600,93380 ldl 
Vzorek 2 -89049,14780 ell 
Vzorek 3 -108565,05410 ell 
Vzorek 4 -96517,53940 lle 
Vzorek 5 -105017,69900 lle 
Vzorek 6 -89243,47770 lel 
 
Vysvětlivky popisu struktury: 
e – externí smyčka; l – laterální smyčka; d – diagonální smyčka 
Ohodnocení aplikace na základě testů 
Výše zmíněné testy aplikace dopadly pozitivně, avšak pro exaktní určení celkové úspěšnosti by bylo 
potřeba provést více testů. Ty však vzheldem na dlouho trvající běhy výpočtů nebyly z časových 
důvodů možné. Některé další výsledky z provedených testů jsou umístěny v příloze B. V rámci 
dalšího pokračování, bych se rád zaměřil na další procesy testování.   
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6 Závěr 
6.1 Zhodnocení práce 
Cílem této práce bylo navrhnout a implementovat vhodný algoritmus umožňující vyhledávání a 
predikci struktury kvadruplexu v sekvencích DNA. V současné době existují algoritmy, které 
dokážou identifikovat pravděpodobný výskyt kvadruplexů v zadané sekvenci, ale neumožňují 
predikci jejich struktury. Z tohoto důvodu je tato práce významným přínosem v této problematice, 
ačkoli se jedná pouze o jistý pravděpodobnostní odhad strukturní geometrie. Výslednou aplikaci lze 
navíc použít k nalezení minimální potenciální energie již existujících kvadruplexů, či k vytvoření 
nových struktur. 
Na základě provedených experimentálních testů, bylo odhaleno několik chyb, které byly 
následně opraveny. Došlo také k úpravě vstupních parametrů programu SANDER. Testování popsané 
v kapitole 5 dopadlo obecně dobře, ale pro úplnější ohodnocení aplikace by bylo potřeba provést více 
výpočetních cyklů. 
Práce v rámci kapitoly 2 seznámila čtenáře se základy molekulární biologie a způsobem uložení 
informací v DNA sekvencích. Dále je také vysvětleno ústřední dogma molekulární biologie, na které 
mají kvadruplexy částečný vliv. V kapitole 2.3 jsou detailněji představeny vlastnosti kvadruplexů 
včetně jejich geometrického uspořádání, tak aby čtenář byl schopen pochopit význam navržené 
aplikace. Dále byly přiblíženy existující algoritmy a metody pro vyhledávání a predikci struktur 
kvadruplexů a to jak metody výpočetní tak i fyzikálně-chemické. Vysvětlen byl také princip 
molekulárního modelování, které bylo nakonec využito ve finálním řešení. V kapitole 4 byla popsána 
implementace navrženého algoritmu. Celý postup je rozdělen do několika kroků. V prvním kroku 
dochází k prohledávání zadané sekvence a nalezení úseků sekvencí odpovídajícím unimolekulárním 
kvadruplexům. V dalším kroku jsou vyrobeny možné struktury odpovídající nalezené sekvenci, buď 
na základě mapování nukleových kyselin na již existující vzory, nebo vytvořením zcela nových 
struktur pomocí implementovaných nástrojů. V následujícím kroku je proveden proces minimalizace 
a molekulární dynamiky pro nalezení minimální potenciální energie, pro každou zkoumanou 
strukturu. Na základě výsledku těchto simulací, jsou pak vybrány nejpravděpodobnější struktury. 
V předposlední kapitole jsou zdokumentovány výsledky testů prováděných na výsledné aplikaci a 
porovnány s reálnými daty získanými z internetové databáze PDB. Výpis všech kvadruplexů 
dostupných v této databázi k dnešnímu datu jsou zobrazeny v příloze A. 
6.2 Přínos práce 
Během vývoje aplikace pro predikci struktury kvadruplexu došlo ke změně prvotního návrhu 
z důvodu nedostatku zatím objevených kvadruplexů. Ačkoli došlo k této změně s finálním řešením 
jsem spokojen, neboť se mi podařilo implementovat výpočetní nástroj, který tento problém alespoň 
částečně řeší. Zatím jsem nenašel žádnou jinou aplikaci pro predikci struktury kvadruplexu, proto by 
tato práce mohla být přínosem pro některé badatele těchto strukturních útvarů DNA. Osobně mi tato 
práce přinesla spoustu nových zkušeností, rozšiřujících mé znalosti v oblasti bioinformatiky. Pochopil 
jsem detailněji základy molekulární biologie včetně replikace, transkripce a translace. Porozuměl 
jsem pro mě doposud neznámým strukturám DNA, kvadruplexům. Zjistil jsem jejich vlastnosti, 
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funkčnost a možnosti uspořádání. Seznámil jsem se s ostatními nástroji pro vyhledávání a predikci 
kvadruplexů, díky čemuž jsem rozšířil své znalosti, hlavně v oblasti zjišťování struktur pomocí 
fyzikálně-chemických metod. Nikdy předtím jsem nepracoval s nástroji určenými pro molekulární 
simulace (AMBER Tools), konkrétně s nástroji LEaP a SANDER. V rámci práce jsem se ještě 
detailněji dozvěděl o způsobu uložení informací v souborech (.pdb). 
6.3 Možná rozšíření do budoucna 
Kvadruplexy jsou poměrně mladou a zatím málo prozkoumanou oblastí sekundárních struktur 
ribonukleových kyselin. Z tohoto důvodu lze počítat se stále novými objevy jejich strukturních 
vlastností, na základě kterých bude možné samotnou predikci zdokonalit. Během návrhu a 
implementace mě napadlo několik možností jak výpočet zdokonalit, či urychlit. Avšak pro 
implementaci takovýchto řešení, by bylo zapotřebí více času pro implementaci a hlavně pro fáze 
ověření funkčnosti. 
Zde jsou uvedena některá z dalších rozšíření: 
 Automatické sestavení modelu – nástroj pro predikci kvadruplexů umí mapovat zadané 
sekvence na již existující, či uživatelsky vytvořené vzory. Pro jednodušší používání, by bylo 
vhodné doimplementovat automatické sestavování modelů. Toto řešení však vyžaduje 
vyřešení problémů destabilizace cukr-fosfátové páteře. 
 Predikce pomocí učících algoritmů – pro možné urychlení predikce struktury kvadruplexů, 
by bylo ideální použít některý z učících algoritmů. Tento způsob by byl několikrát rychlejší a 
triviálnější neboť by řešení zůstalo na úrovni sekvencí. Doposud však nebyl možný, protože 
pro učící fázi takového algoritmu nebyl dostatečný počet vzorků. Toto řešení lze uvažovat 
jako pokračování této práce, kde s pomocí stávající aplikace bude vygenerován potřebný 
počet vzorků pro naučení učícího algoritmu. 
 Zavedení zpřesňujících pravidel – na základě existujících, či teprve objevených pravidel 
sestavování kvadruplexů, lze vyloučit resp. vybrat jen ty strukturní typy, které jsou nereálné 
resp. reálné. Tato pravidla by pomohla výrazně urychlit výpočet, neboť by nebylo potřeba 
provádět zbytečné dlouho trvající simulace. Protože těchto pravidel je zatím málo a nejsou 
jednoznačná, implementované nástroje tuto filtraci ponechávají v režií uživatele. 
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Příloha A – seznam unimolekulárních 
kvadruplexů 
Název Sekvence Struktura 
143D AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(ldl) 
1C35 GGTTGGTGTGGTTGG +(lll) 
1KF1 AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
1OZ8 GGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGA +(eee) 
1XAV TGAGGGTGGGTAGGGTGGGTAA +(eee) 
201D GGGGTTTTGGGGTTTTGGGGTTTTGGGG +(ldl) 
230D GGGGTUTUGGGGTTTTGGGGUUTTGGG +(ldl) 
2A5P TGAGGGTGGGAGGGTGGGGAAGG +(eee) 
2E4I AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(ell) 
2F8U GGGCGCGGGAGGAATTGGGCGGG +(lle) 
2GKU TTGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGA +(ell) 
2IDN GGTTGGTGTGGTTGG +(lll) 
2JPZ TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT +(lle) 
2JSK TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(ell) 
2JSL TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT +(lle) 
2JSM TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(ell) 
2JSQ TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT +(lle) 
2KF8 GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGT +(ldl) 
2KKA AGGGTTAGGGTTAIGGTTAGGGT +(ldl) 
2KM3 AGGGCTAGGGCTAGGGCTAGGG +(lll) 
2KOW TAGGGTAGGGTAGGGTAIGG +(ldl) 
2KPR(s) GGGTGGGGAAGGGGTGGGT +(llee) 
2KQG CGGGCGGGCACGAGGGAGGGT +(eee) 
2KQH CGGGCGGGCGCGAGGGAGGGT +(eee) 
2KYP CGGGCGGGCGCTAGGGAGGGT +(eee) 
2KZD AGGGIAGGGGCTGGGAGGGC +(lle) 
2KZE AIGGGAGGGICTGGGAGGGC +(eee) 
2L7V TGAGGGTGGGTAGGGTGGGTAA +(eee) 
2L88 GGGGCGGGGCGGGGCGGGGT +(eee) 
2LBY TAGGGAGGGTAGGGAGGGT +(eee) 
2LD8 TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
2LEE TAGGGCGGGAGGGAGGGAA +(eee) 
2LOD GGGATGGGACACAGGGGACGGG +(edl) 
2LPW AAGGGTGGGTGTAAGTGTGGGTGGGT +(eee) 
2LXQ TAGGGTGGGTTGGGTGGGGAAT +(eee) 
2LYG GGTTGGTGTGGTTGG +(lll) 
2M27 CGGGGCGGGCCTTGGGCGGGGT +(eee) 
2M4P TTGTGGTGGGTGGGTGGGT +(eee) 
40 
 
Název Sekvence Struktura 
2M53(s) TGTGGGGGTGGACGGGCCGGGTAGA +(ele) 
2MB3 TTGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGA +(ell) 
2MBJ TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA +(lel) 
2MCC AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(ldl) 
2MCO AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(ldl) 
2MGN TGAGGGTGGTGAGGGTGGGGAAGG +(eee) 
2O3M(s) AGGGAGGGCGCTGGGAGGAGGG +(eel) 
3CDM TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
3QXR AGGGAGGGCGCUGGGAGGAGGG +(eel) 
3R6R AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
3SC8 AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
3T5E AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
3UYH AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
4DA3 GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
4DAQ GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
4FXM AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
4G0F AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG +(eee) 
 
Vysvětlivky popisu struktury: 
e – externí smyčka; l – laterální smyčka; d – diagonální smyčka 
 
